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c et d Por te i n sh o w e d ht at T S P I e o n iat ne d tw
o
fu n e t i o n a l d o n ? ia n s : an N
~
t e r in n al b a s i c he l i




l i x (b H L H ) an d a C
~




u s an al y s i s
b y u s i n g B l a s t o f G e n b a nk
s h o w e d t h a t th e 4 3 0 a? n o
a e id s e qu
e n e e s d e d u c e d for m ht
e l
,
2 9 3 b P o P e n er a d i n g
?a m e (O R F ) h a d a h o mo lo gy w iht hu m an g e ne F L J 2 5 0 9




e i d e n t iyt w a s 9 8 %
.
T S P I h ed al
s o s e
-




e P o s i it v e r a et o f h o m o l o g y fo
r
fu ll
s e q u e n e e s W a s
5 8 %
.
nI b H L H an d iZ P m
o it f ht e P o s i it v e r a t e o f h o mo l
-
o g y w a s 5 9
.




er s P e e ti v e l y
.
3 R e s u l t s
?. 1 D lfe er
n it a l e?P er s s i o n of g e n e s i n a d u l t a n d fe at l
????
T h e m i e r o a r a y s o f t h e h u m a n t e s t i s e D N A w e er
h y b ir id z e d w iht e D N A Por b e s Per Paer d fr
o m ht e 1 l l R N A
o f h u m a n a d u lt a n d fe t al t e s t e s
.
S i g n a l s w e r e o b t a i n e d
for m s
,
9 2 5 s P o t s (al o u t 9 6
.
8 % o f t h e e D N A e l o n e s ) i n
e a s e o f a d u l t t e s ti s
, a n d s
,
7 9 5 s P o t s (ab
o u t 9 5
.
4 % o f
th e e D N A e l o n e s ) i n fe t a l t e s ti s
.
I t a PP e ar s ht at ht e m a
-
? IX ? r n o n?D I C Ia l t e SU S Z、 Q U l t t e s [ 1 5
iF g uer 1
.
P a rt i ia c D N A hy b ir d i z iat on aun ge
s hs o iw n g id fe er
n it al
e x P er s s i o n o f ST P I i





b ir id z iat
o n in ent
s iyt in fe alt an d ad
u l t et s et s w a s 22
.




r e s Pe e t i v e ly
.
6 8h Sa J H e ra l A /sia n J An d o rl 0 0 2? J un ;? ( 2) :SJ? 8 8
1? 9. 9? .? e e e e? e e t t? g tc e e e t t to ceca c e t te e tc e e e?? .?? tg tc t? ga
l 6t? e eca e t te eca e ta a a c a tea te te e ea a a t t t ta te e t ta a c t t t? te te tn e t
12 1te t .e t t? t tc c a`? te te eca c c ca a t t t? ca??? .ac o tc aC e g t tc e t tc c t
181?… te te ta a s t t .t te t? t t tec t te t` tce t Ba t? c c? e tc g tc ta t .c? c t? A 5A 5K SA
? 1?? a t .c c c? . .tc tc c a a a a c e e t ta c .e e tca tc c tp tc c tc a tc a a? . .ta te t .
? ? P T 15? TL N P TD P PH QEY L
03 1?? te t . . .a t ta￡。 .t t? c t ta t tc .` ? t t .ga tc? .t?“ 。 e t? c tc c t .?? c
D 5R 1l T? L F E 1G H 5 5P 5 5? `
3 8 1t
e te tc c e t t te e ta a a? . .ta? a? e ea tea a? t tca? a c a ac? ca t? .` .? .。 ?
L 5PF L K? 5H 5 QV TE Q Q T? OK
42 1t t t??? . .te te t t .? ” ? a a? t ta a a? a ta t te t ta a a a .ta tg? a g? t t t t? .? a?
F NL L K E Nl? D L 1K N? ? G F E E
? 1a a? a teca??? Ca a a .??? c t t t t t????` “ ea ta t tca g t?? tg g t t?? e e
? E 1 T? K E L F E E T? 1E D TV S?
54 1ca c???。 . . .ta te .? B“ a c t tga c a a a a tea t . . . .t` t ta tc a a Ca a c .e t? c t
? K E NG L D K E R N 1 1? L S? NL P
0 6 1` t t? t t t? e e e ea .a .?????? a tg?? .` a a a c a Bga .a t, t a t t?.? . ? e
Y 5 L A p E K E ? H E ? ? O ? ? 1 L E T
6 1 a t
a t t? t` a . . a t B t?t e a? c e e aC . ???. . ? . t a t e a? a . . a c t t . ` ?. ? t e a t
?. 3 E? er s s i o n P? f?le s of TS P I
CP R an d
e le e otr Pho er
s i s s h o w e d ht at iht
s T S P I g e n e
w a s Part i c
u lalr y an d
s
otr
n g l y e x Per s s e d i n h u m an et s ti s
( F i g u er 4 )
.
T her
w a s n o e x Per s s i o n i n t h y m u s
, s m a l l
i n et s it n e
, e o l o n
, sP l e e n
,





e g lan d
,
o v a r y
,
Pan









P l a e e n t a
,
l i v e r
,
b ar i n a n d
s k e le t a l n o u s e le
.
4 D IS c U s s i o n
c? t aC t a ` . ??. . ?c a?a a c ac t??a?t a a a C 8 a c a t? t g a?ct c a? t a B a c t? t a
Q L L Q E ? E H ? 5 K Q ? T E L 5 K L
. “ t e e? t e a?a a a t e t e a??`?? a t a a g t?? . ? t c t t??a a a t a t?g? t c?g t
F 0 T Q
. . ? ` t?a?c c a t




atC ?? 1 L Q
c t?c . ? a?. ? C c a t t c a ?a t a a a c? t a a a Ca ? a ` ` ? . ? . ? t c??? c c a t c a
L Q E K ? 1 0 1 N y K O K K ? Q ? P S
?. ?。???? “ ? t??. . t ?t? . . . c???` ? c a a . c? t?. . ` ??t aC at t t t ??
E A K K V E ? Y K O ? K Q ? ? K G T F ?
. ?????. `? at c c t g t a??? c c t?? t ?t t t? e t t?? ???. . .? t t? . . t? c
K K D R 5 C R 5 L D V C L ? ? K ? C N T
e a?t t ea t a t t e . t? t t?e a a . “ ?ag e t e t t?“ ?` ??? t g??t c a ?c t a?c a?e
Q F N 1 H V ? ? ? A L R C K ? R S ? 5 5
c t?? a t a?a a a a t? c a a . ??c ? a t??????t?a t e e t t a a a a a a c t ac a t e t?t t
?1028463510
L R ?
1? l ? e t e c a a c t t ` t e? t e a t?a t e a t e a t e a a a c e t t `“ c a . a t e t . c t?????
1 6 2 1 ???????? e “ a t a a . . ? a t t , e a e t t a t a t t? t c a t t“ t t c“ C. . t t a t
1? 1 g t a . ? t e t g g t e t t t a t?a c e a t t g t g t e t ac at ` ` ? t t e a t a a c t t t t e ac c t t t a c
1 7 4 1 a t
e t? t t . t t t t t t t t? t a t t a t t a? t?“ ? e c t a?a? t?? . . ?t t a a a?g t c
180 1
e
a t t a ?t??? a t c t a a a t s a a a a c e a?a a t e c e e a ` ???” ?? .




N u e l e i e a e i d an d d e d u e e d am i
n o a e i d s e q u e n e e s o f th e
for T SP I
.
U n d e r il n in g s s how CP R
n a it on o f e x Per s s io n P r o if le
.
B o x e s s h o w
Pnm
e sr fo r ht e
b H L H a n d ZI P
S Pmr at
o g e n e s i s 15 a c o m Pl e x P r o e e s s ht at l e a d s t o
ht e fo mr
a ti o n o f m a l e g a ?。 e et s . S P e n n a t o g e n e s i s t ak e s
a b o u t 6 3 d a y s i n h u m a n s
.
D u r i n g t h i s P e ir o d
,




a t o g o in a
, o ir g i n al l y de ir
v e d for m Pir m
o dr i a l g
emrc e l ls (P G C ) , e i t h e r e y e le a s P l u ir P o t e n t s t em e e l l s or fu r ~
t he r id ??r e n it at ie nt o yt pe ?B sP ~ aot g om
a ht at ivs
e isr e
to Pn m? s P e n n a t o c y t e s . wT o me i o it e id v i s io n s o f s pe r ~
m a to e y t e s y i e ld h a P l o id s P emr
a t id s ht a t u n d e r g o m o r
-
p h o l o ig
c al an d fu n c it o n al id ??er n it iat on ot P??cu e ih g h ly
s P e e ial i z e d s P e n n a t o z o a [9 ]
.
A v?eyt o f a PP r o ac h e s h va e b e e n d e v e l o P e d t o o b -
t a in i n fo n n iat
o n o n ge n e e x Per s s i o n le v e ls b as e d o n s o me
i n t e n s i t y m e a s u r e m e n t
.
E x a m P l e s o f t h i s a r e w h o l e
-
m ou nt in
s?? ibr id z iat o n [ 10 ] , d l??r e n it al d i sP la y t e c h -
n o l o g y [ 1 1 ] a n d c D N A m i e r o ?? a y [ 12 ]
.
I n t h i s s t u d y
e D N A inI e
r o?ay w a s u s e d an d a t e s it s s P e e i if e P r ot e i n
g e n e
,
T S P I
,
w a s fo u n d
.
S e qu e cn e an al y
s i s sho w
e d ht at
ht e T S P I Por t ie n e o n iat
n s t w o fu n c ti o n al m o it fs
.
o n e 15







Th e ih g ih y e h ar g e d b as i e
er g i o n i n e a e h o f het d im
e ir z a it o n Part
n e r s i r o r n e d i a t e ly
u P s?’e am
o f ht e H L H er g ion fo n n
s a sP e e if e D N A
?
b i n d
-
i n g d o mr ia
n ht at e an er e o g n i z e a D N A s e q u e cn
e ? o w n
a s an E
?




b o x (C A C N A G ) [ 13
,
14 ]
o r a G
?
b o x [15 ]
.
R o et i n s e o n tia n b H L H m o ti f a r e o ft e n
t ar n
s e r iP t i o n fa e t o
r s o f e o m P r i s i n g im P o rt a n t e o m P o
-
n e n t s i n ht e er g ul a t o yr
n et w o kr o f m an y d
e v el o Pm e n alt
P a ht w ay s [16 ]
.
R ec e n t s ut id e s ha
v e s u g ge sedt
t
hat bH L H
iF g u r e 3
.
S e qu e n e e e o m Piar s o n o f b??H an d ? P mo it fs b e wt e e n T S P I an d S P z l
.
deI
n it e al an d s i? lar ? n o ac i d s aer s h a d e d in d akr an d
il hgt
e o fo r s in d iv id u al y
.
S h aJ H et al A /
s i anJ A nd r ol 20 ?Ju n ` ? (2 ):8 3 ?8 8 8 7
hu m n ats et is
.
As TSP I1 5 x eP s s r e ed h i ghl y i nhu m n a
adul t t es t is n adw el d ay i nm ey r b
ots et is
,
i t m ay al s o P l
a y
an im P
o rt an t or l
e i n s Pe mr aot g
e in e e e l l s i n ht e hu m an s
.
A e k n o w l e d g m e n st
hT
e w o kr w a s s u p
o rt e d b y g r an t
s fr o m N a it o n al
Porj ec t 9 7 3
,
C h i n a ( N O
.
G 19 990 5 5 9 0 1)?d C hi n e s e N al ?-
r a l S e i e n e e uF n d
s (N o
.
3 0 17 0 4 3 3 )
.
R e fe r e n e e s
F ig u er 4
.
lE e e tr op h o er s i s s h o w i n g e x p er s s io n p or if l e s o f T Sp l : p
-
ac it n w a s u s e d a s e o n otr l
.
(A ) A m Pli if e a t i o n o f T S P I
.
CP
R P r o d
-
u e t w a s 4 17 b P
.
T SP I w a s s Pe e i if e al ly a n d s tor n g ly e x Per s s e d i n
t e s it s
.
hT
e er w a s n o e x erP
s s i o n i n an y o th e r o gr an
.
(B ) A m P il if e a
-
it o n o f ?? ac t i n a s e o n otr l . A ll o gr a n s h a d p? a e it n e x Per s s i o n .
p r o t e l n s er g u l a t e d S e ort il
e e ll d l fl?r e in i iat on . F o r e x ??P le ,
t r a n s fe ? n , a m ar k e r o f d i fl ?r e n t i at i o n , h a s a n E ? b o x e l -
e m e n t (bH L H b i n d i n g d o r m ia n ) i n i t s rP om
o t e r th a t e an
b e a e it v at e d b y E 12
, a b H L H fac
t o r Per s e n t i n ht e S e ort li
c e l l s [5』. A n o ht e r e x a m P l e r e le v an t to ht e c u er n t s t u d y
w a s ht e er q u ier m
e n t o f b H L H Por te i n s in s e x d e et l l l l i n a
-
it o n an d g o
n
ad al de
v e lop me
n t i n D r o s o Phi l i a [6 ]
.
T C FL S
(? a n s e ir P it o n fa e t or ? l ik e s ) 15 an o ht er bH L H P r o t e i n ex
-
Per s s e d s P e e i if e a l ly i n t h e P ir m a r y s P emr
a t o e y t e s [1 7 ]
.
T h e e e l l
?
t y P e a n d s t a g e
? s P e e i if e e x P r e s s i o n o f T C FL S
i n d i e at e s ht a t ht i s Por t e i n m a y P l a y a e ur e i al or le i n s P e -r
m a to g e n e s i s a s a tr a n s e ir P it o n f a e t o r b y r e g u l a t i n g e e l l
p r 0 1i fe ar ti o n o r id fl ?r e n it a t i o n th r o u g h b i n id n g t o a sP e -
e i if e D N A s e q u e nc e lk
e o ht er bH L H mo l
e e u l e s
.
lA l ht e s e
o b s e vr a t io
n s Por v i d e a d d i t i o n a l s u P P o rt fo r t h a t bH L H
fac
t o r s P l a y a n im P o rt a n t or l e i n s P emr




o ht e r fu
n e ti o n a l m o t if 15 a l e u e i n e z iPP e r (Z IP )
.
ZI P s aer
i n v o l v e d i n P r o t e i n d im
e ir z a t i o n e n h a n e e m e n t
.
S o m e
d im e r s e fe
e t ac t i v at i o n o f g e n e e x P r e s s i o n w h il e o ht e r s
,
r e Per s s i o n
.
C e rt ia n m e m b e r s o f b H L H af ? ly a l s o e o n -
t ia n z i P m o t i f ht a t 15 e l o s e ly e o n tig u o u s ot ht e C
?
t e r in n al
o f t h e b H L H m o ti .f T h e y a r e b H L H
?





e s e bH L H
?
Z IP Por t e i n s h a v e b e e n im P li e a t e d i n
v
iar
o u s d e v e l o P m e n t a l a n d e e l l u lar P r o e e s s e s a n d s o m e






I n m o u s e
, a
b H L H
? z iP P r o t e i n ( S P z l ) w a s fo u n d [2 3 ]
.
S P z l w a s
e x e lu s i v e ly e x P r e s s e d i n s P emr
a t o g e n e s i s
? s P e e i if c ad
u l t
t i s s u e s
,
m a i n ly i n g e mr
e e l l s
,
S e rt o l i e e l l s a n d L e y d i g
e e l l s
.
hT
e r e s u l t s sh o w e d t h a t S P z l w a s er l a t e d t o s P e r
-
m a t o g e n e s i s i n mo
u s e
.




t e i n an d h a d h
o m o lo g y w i t h S P z l P r o t e i n
.
C o m Par e d
w iht T C FL S Por t
e i n
,
T S P I e o n tia ne d ZI P d
o m ia n
.
T SP I
15 5 0 far t h
e o n l y b H L H
?
Z IP P r o t e i n e x P r e s s e d i n a d u l t
1 H e e h t NB
.
M o lec u l ar m ec h? s ms o f m al e g e mr e e l id fl ?r e n -
t ia it o n
.




2 E dd y E M
.
R e g u l a it o n o f g e n e e x P er s s io n d u ir n g s Pe mr
a ot
-
g e ne s i s
.




3 S u t to n K A
.
M o le e u l ar m e e han 1s 1n s in vo I?d i n ht e id f fe er n it a -
t io n o f s P e mr at
o g e in e s et m e e ll s
.
eR
v R e Por d Z《X】) ; 5 : 93 ? 8 .
4 M e C ? r e y RJ
.
S Pe mr
a ot g e n e s is a s a m o d e l s y s t e m fo r d e v e l
-
o Pm e n t a l an a ly s i s o f er g u l a ot yr m e e h a ? sm s a s s o e i a et d w i ht
t i s s u e
? s
pe
e iif e g e n e e x P r e s s i o n
.





5 hc au ?ayr J , uC p A S , S ik l l n er M K . oR le of bas ic ?he ixl ? lo P-
h e li x tr an s e ir Pit o n af e t o rs i n S e rt o l e e ll id fe re
n it iat
o n : id e n it
-
if e a t i o n o f a n E
?








6 G r an ad i
n o B
,
San ta m iar a P
,
S an
e h e z L
.
S e x de te n ? in at i o n in
th e g e mr li
n e o f D or s o Phi la m e l a n o g a s te r : a e t i v a ti o n o f th e





v e lo Pme











A b Z IP P or t e in
, s i s te r le s s
?a , e o l lab o
-
art
e s w i ht b H L H tr a n s e ir P t io n af e t o r s e arl y i n D or s oP in la d e
-
v e lo Pm e n t ot de t
e
rm i
n e s e x
.
G e n e s eD




8 S a m bor o k J
,
irF
t s e h EP
,
M? a 6 s T . M o l e e u lar c l o in gn : a l ab
M an u al
.
Z n d de
.




C o ld S irP gn H??o r L ab oar
-
t o ry P r e s s : 19 98
.
9 D ym M
.
S Pe r m a t o g o n i a l s te m e e l ls o f th e t e s t i s
.
P r o e N a t l




10 iW】k i n s on D G
,
iN et o M A
.
D e te e t i o n o f me
s s e n g e r R N A b y in












D i fe er n it al id s PI? o f e u k? iot c me s s e n -
g e r RN A by m e an s o f ht e P o l ym e ar s e e h ian er
a e t i o n
.
S e ie n e e




12 E i ehk o f H
,
S e h u e h ar d t J
,
Iv an o v l
,




B ir e n
J
,
M al ik A
, e r a L iT s s u e g e n e e x Prt e s s i o n an a l y s is u s i n g ar
-
r a y de
n o
rm ial ze d






s ZX( X) : 10 : 123?
4 0
.
1 3 o e ll e rs N
,
D e hi o M
,
nK
u s t E
.
b H L H P r ot e i n s e n e o d e d b y hte
Ehn an e e r o f s P li t e o m P l e x o f D or s o P ih la n e g a it v e ly in te rfe re
w iht t r a n s e ir P t i o n a l a e t i v a t i o n me d i
a t e d b y Por n e u r a l g e n e s
.




1 4 T ie t z e K
,
O e l le r s N
,
nK
u s t E
.
Ehn an e e r o f s Pli tD
, a d o? n an t
m u tat io n o f D or s o P hi la
,
an d it
s u s e i n ht e s tu dy o f fu n c it o n al
d
omr ian
s of a h e ilx
?
l o o P
?
h e l ix Pr o et i n
.
Pr o e N ial A
e ad S e i U S




15 d e P a t e r S
,
P h a m K
,
M e m e l i n k J
,




1 15 a n
A r a b i d o P s i s M Y C
?
like R Pro t
e i n h o m o lo g u e
,
ht at b i n d s ot G
-
b o x s e q u e n e e m o t ifs
.




8 8S h aJ He ral/ As i a nJ A ndo rl 0 2?J u n,. ? (2 ): ?? 8 8
16 S ir v a s t a v a D
,
hT
o m a s T
,
L i n Q
, ? r by M L , B r o w n D , o l s o n
E N
.
eR gu liat on of
c ar d l ac me
s od e n n al an d n e u r al c er st de v el
-
?m e nt by ht e b HL H tr a n s icr itP on fac ot r, dH AN D . N at G e net




17 M a ur y a m a o
,
N i s h im o ir H
,
K a ta g i r i T, M i k i ? U e n o A ,
N ak aJ ? u r a Y
.
C lo ? n g o f T C F L S e n e ed in g a n o ve l h u m an bas i e
h e il x
?
l o o P
?
he il
x m o it f P r o te i n ht at 15 s P e e iif e al ly e x erP
s s e d in
p r u n? sP e mr at o e yet s at ht e Pac h yet ne s at g e . C y to g e n e t C e ll




18 lB a c kw ?? E M , iE se ?nr a n RN . M ax : a he ilx ~ lo o P? e ilx z lPpe r
Port
e in ht at fo mr
s a s
eq
u e n e e ? s
pe
e iif e D N A
?
b i n d ing e o m P le x
w iht M y e
.




19 Fe n ℃? ’ A m aj er A R , R e n d egr as t G C , ??BE , B ur 】e y S K . eR c -
o
ign it on by Max
o f it s e o gn ate D N A d
ir o u g h a d i m e ir e ???jH
2 d o m ia n
.
N a tu r e 19 93 ; 36 3 : 3 8? 5 .
20 M u r e C
,
M eC aw PS
, 、?e s s in H , C au d y M , Jan YL ; Jan Y N , e t
a l
.
l n te acr it
o n
be tw e n het ? lo g o u s he lix ? lo P?h e l ix Por te in s
g e n e r a te e o m Ple x e s ht at b i n d s pe e iif e al ly ot a e o
om
n D N A
s qe u e n e e
.









D ij k M A
,
E n g e l l
,
F??iar B A , M a s s iar
M E
, e t a l
.






e i n s
.
B ioc hi m B i




22 A ct hl e y W R
,
iF et h WM
.
A n aut
r al e l a s s iif e a it o n o f het b
a s i e
he il
x ? lo P
?
he il
x e la s s o f tr a n s e ir Pit o n fac
to r s
.
R O e N at l A e a d




2 3 H s u H S
,
Sh yU H、V , H s ihe ?L i HM , iL H . SP z l , a n o v e l b HL H -
? R? te in , 15 5?? iif e al y ex Per s s de in et ist s . M e c h eD v 20 1:
lX() : 17 7
?
87
.
